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A infecção por H. pylori é uma das infecções mais prevalentes no mundo. A 
consequência universal da infecção por H. pylori é o desenvolvimento de 
gastrite crónica. A bactéria coloniza a superfície das células epiteliais 
gástricas, estabelecendo com estas uma relação próxima. Alguns estudos 
sugerem que a infecção por H. pylori induz alterações nas junções 
intercelulares mais próximas do pólo apical das células, ou seja, nas junções 
apertadas. 
O objectivo geral desta Tese foi o de caracterizar a expressão de proteínas 
das junções apertadas no contexto da infecção por H. pylori. Para tal, foram 
analisadas, em indivíduos sujeitos a endoscopia digestiva alta com recolha de 
biopsias gástricas, as alterações do padrão de expressão da ocludina e da 
JAM-A. Estas proteínas foram caracterizadas recorrendo a técnicas imuno-
histoquímicas. 
Os resultados obtidos mostraram que, todos os indivíduos infectados por H. 
pylori tinham inflamação crónica com infiltrado linfocítico. A intensidade do 
infiltrado inflamatório crónico não estava associada com a densidade de 
colonização por H. pylori. Em contraste, a actividade neutrofílica da gastrite 
estava associada com a densidade de colonização bacteriana.  
Quando o padrão das junções apertadas do epitélio gástrico foi avaliado no 
contexto da infecção por H. pylori, verificou-se que os indivíduos com maior 
densidade de infecção eram os que apresentavam alterações do padrão de 
expressão da ocludina e da JAM-A. Além disso, todos os casos com marcação 
da ocludina na membrana basolateral estavam infectados numa densidade 
elevada. Não foram observadas quaisquer relações entre a expressão da 
ocludina ou da JAM-A e a inflamação crónica ou a actividade da gastrite. 
Em conclusão, as alterações do padrão da ocludina e da JAM-A nas células 
epiteliais da mucosa gástrica no contexto da infecção por H. pylori estão 
relacionadas com a densidade de colonização por H. pylori e são, 





























Infection by H. pylori is one of the most prevalent infections in the world. The 
universal consequence of infection by H. pylori is the development of chronic 
gastritis. The bacteria colonize the surface of gastric epithelial cells, 
establishing a close relationship with them. Some studies suggest that infection 
by H. pylori induces changes in intercellular junctions closer to the apical pole 
of cells, i.e., the joints of occlusion.  
The overall objective of this thesis was to characterize the expression of 
proteins of the junctions of occlusion in the context of infection by H. pylori. In 
order to do this, changes in the expression pattern of ocludina and JAM-A were 
analyzed in subjects undergoing endoscopy with collection of gastric biopsies. 
These proteins were characterized using immunohistochemical techniques.  
The results showed that all individuals infected by H. pylori had chronic 
inflammation with lymphocytic infiltration. The intensity of chronic inflammatory 
infiltrate was not associated with the density of colonization by H. pylori. In 
contrast, the activity of neutrophilic gastritis was associated with the density of 
bacterial colonization.  
When the pattern of joints occlusion of gastric epithelium was assessed in the 
context of infection by H. pylori, it was ascertained that individuals with higher 
density of infection were those who had changes in expression pattern of 
ocludina and JAM-A. In addition, all cases with marked ocludina in the 
basolateral membrane were infected at a high density. No relationship between 
the expression of ocludina or JAM-A and chronic inflammation or activity of 
gastritis was perceived. 
In conclusion, changes in the pattern of ocludina and JAM-A in epithelial cells 
of gastric mucosa in the context of infection by H. pylori are related to the 
density of colonization by H. pylori and are apparently independent of the 





BabA- Blood-group antigen binding adhesin A 
CagA- Cytotoxin-associated gene A 
cag PAI- Ilha de patogenicidade cag  
DNA- deoxyribonucleic acid 
H. pylori- Helicobacter pylori 
IL- Interleucina 
JAM-A- Junction adhesion molecule-A 
MALT- Mucosa associated lymphoid tissue  
PCR - Polymerase chain reaction  
RNA-ribonucleic acid 
T4SS - Sistema de secreção tipo IV  
VacA- Vacuolating cytotoxin A 
ZO-1- Zona occludens-1 
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CAPÍTULO I  INTRODUÇÃO 
 
1.1 Helicobacter pylori    
 
Nota histórica 
 O conhecimento da existência de uma bactéria no estômago de alguns animais 
data do final do século XIX. Em 1899 o Professor W. Jaworski, da Universidade 
de Cracóvia, Polónia, descreveu pela primeira vez, um microrganismo em forma 
de espiral, presente nos sedimentos de lavados gástricos humanos, ao qual deu o 
nome Vibrio rugula. Este investigador foi o primeiro a sugerir o envolvimento deste 
microrganismo na patogénese de doenças gástricas. O seu trabalho foi publicado 
no Handbook of Gastric Diseases, não lhe tendo sido atribuído grande relevo 
científico [1]. Outros estudos foram realizados, confirmando a presença de 
microrganismos de forma espiralada colonizando a mucosa gástrica. No entanto, 
só no início dos anos 80, os Australianos, Robin Warren e Barry Marshall cultivam 
in vitro a bactéria, com sucesso. A descoberta desta bactéria e posteriores 
estudos demonstrando o papel deste microrganismo nas gastrites e úlceras 
pépticas valeu-lhes, em 2005, o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina (Figura 1).  
 
Figura 1 
Robin Warren e Barry Marshall na cerimónia da entrega do Prémio Nobel da 
Fisiologia e Medicina de 2005. Prémio recebido pela identificação de Helicobacter 
pylori e pelo seu papel na gastrite e úlcera péptica.  
Adaptado de http://digestive.niddk.nih.gov/ddiseases/pubs/hpylori/, em Setembro 
2009 
 
Em Junho de 1979, Warren observou estes microrganismos, pela primeira vez, 
numa biopsia gástrica com gastrite crónica activa. Identificou os microrganismos 
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como numerosos pequenos bacilos aderentes ao epitélio gástrico. Continuando o 
seu estudo, Warren, relatou a presença frequente daqueles bacilos em biopsias 
com diagnóstico histológico de gastrite. Para confirmar a patogenicidade deste 
microrganismo examinou 20 biopsias normais, sem inflamação e onde não 
conseguiu observar bacilos [2].  
Em 1981, Barry Marshall, gastroenterologista, juntou-se a Warren na investigação 
desta bactéria. Marshall iniciou a sua pesquisa e obteve, com sucesso, cultura da 
bactéria. À nova espécie bacteriana chamaram Campylobacter pyloridis, pelas 
suas semelhanças com o género Campylobacter [2]. Perante uma comunidade 
científica incrédula tentaram publicar os resultados dos seus estudos. Em 1983, 
os dois investigadores conseguiram dar a conhecer ao mundo científico os seus 
achados através de duas cartas, publicadas na revista Lancet, com o mesmo 
titulo  Unidentified curved bacilli on gastric epithelium in active chronic gastritis- 
assinadas separadamente pelos dois investigadores [3, 4].   
Em 1984, Marshall tentou cumprir os postulados de Koch, recorrendo a 
autoinoculação por ingestão de uma cultura de bactérias, o que resultou em 
gastrite, que foi posteriormente tratada e curada com sais de bismuto e 
metronidazol [5]. Durante o ano de 1984, os investigadores iniciaram ensaios 
terapêuticos em doentes com úlcera duodenal e úlcera gástrica, administrando 
terapêutica dupla, conjugando sal de bismuto e antibióticos, com resultados 
satisfatórios. Os dois investigadores enviaram para publicação um artigo com 
todos os dados obtidos, sendo finalmente aceite pela revista Lancet [6]. 
Em 1989, um grupo de microbiologistas classificou a bactéria no género 
Helicobacter, passando a denominar-se Helicobacter pylori [7]. 
Actualmente são reconhecidas as relações causais entre a infecção por H. pylori 
e a úlcera péptica, o carcinoma gástrico e até o linfoma de MALT (mucosa 
associated lymphoid tissue) gástrico [8].  
 
Microbiologia  
O género Helicobacter pertence ao filo Proteobacteria, à ordem 
Campylobacterales e à família Helicobacteraceae. As espécies do género 
Helicobacter são todas microaerofíilicas, i.e. requerem oxigénio em baixas 
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quantidades, e a maioria delas são positivas para os testes da oxidase e catalase. 
Muitas das espécies, mas não todas, são também positivas para o teste da 
urease [9]. 
As espécies do género Helicobacter podem ser divididas em dois grandes grupos 
as espécies gástricas, que colonizam especificamente o estômago e as espécies 
entero-hepáticas, que colonizam o fígado e/ou o intestino [9]. 
As espécies gástricas de Helicobacter adaptam-se às condições adversas 
encontradas na mucosa gástrica podendo colonizar o estômago dos mamíferos. 
Todas as espécies Helicobacter gástricas conhecidas são urease positivas e 
apresentam alta motilidade através dos seus flagelos [10, 11]. A urease permite a 
sobrevivência no lúmen gástrico altamente ácido e os movimentos rápidos dos 
flagelos permitem à bactéria rumar na direcção do pH neutro, junto à superfície da 
mucosa gástrica. Estes mecanismos podem explicar a razão pela qual a urease e 
os flagelos são pré-requisitos para a colonização da mucosa do estômago [12, 
13]. 
H. pylori é uma bactéria Gram-negativa, mede 2 a 4 ìm de comprimento e 0,5 a 1 
ìm de diâmetro. A sua parede consiste numa membrana interna e uma externa, 
separadas por periplasma de aproximadamente 30nm de espessura [14]. H. pylori 
tem geralmente forma espiralada. No entanto, após tempo prolongado em cultura 
in vitro ou após tratamento com antibióticos, foram observadas estruturas 
cocóides. Esta bactéria possui 2 a 6 flagelos unipolares com aproximadamente 3 
ìm de comprimento [15]. A forma em espiral e os flagelos permitem movimentos 
rápidos no muco que reveste as células epiteliais da mucosa gástrica [14, 15].  
O nível óptimo de crescimento de H. pylori é atingido num ambiente 
microaerofílico, com 2 a 5% de oxigénio, com 5 a 10% de dióxido de carbono, 
humidade elevada e 37ºC. No seu habitat natural, a mucosa gástrica, o 
crescimento da bactéria ocorre a pH entre 5,5 e 8,0, com crescimento óptimo a 
pH 7 [9, 16]. 
 
Urease e metabolismo da ureia 
A urease é uma enzima que intervém no metabolismo do azoto, é importante na 
resistência ao meio ácido e na virulência de H. pylori. Este microrganismo produz 
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uma quantidade elevada de urease e estima-se que mais de 10% do teor de 
proteínas desta bactéria consiste em urease [17, 18]. A enzima degrada a ureia 
em amonia e dióxido de carbono, aumentando o pH ao redor da bactéria, o que 
permite a adaptação desta bactéria ao meio ácido [17]. Segundo George Sachs et 
al, experiências com bactérias mutadas para os genes da urease, demonstram a 
sua incapacidade para colonizar o hospedeiro, realçando o papel fundamental 
desta enzima na colonização da mucosa gástrica [19].  
A região que codifica a enzima urease é composta por dois clusters comuns a 
todas as estirpes. Um compreende os genes ureA e ureB, codificando 
subunidades estruturais da urease, e o outro contém os genes ureE, ureF, ureG e 
ureH, os quais codificam proteínas acessórias, necessárias para a incorporação 
de níquel em locais activos da urease [17, 20, 21].  
A enzima urease de H. pylori tem um papel importante em alguns testes 
diagnósticos da infecção. A actividade da urease é usada como base do teste 
respiratório da ureia, no qual o indivíduo ingere ureia marcada com carbono (14C 
ou 13C). Na presença da bactéria, a ureia é degradada pela urease, libertando o 




A infecção por H. pylori tem uma distribuição heterogénea a nível mundial. A 
prevalência desta infecção varia amplamente por área geográfica e condições 
sócio-económicas [23]. Nos países em desenvolvimento aproximadamente 80% 
da população adulta e infantil está infectada por H. pylori (Figura 2).  




Mapa ilustrativo da prevalência da infecção por H. pylori na população humana. A infecção por H. 
pylori ocorre em todo o mundo, mas existem diferenças significativas na prevalência entre países. 
Geralmente, a prevalência é maior nos países das regiões subdesenvolvidas, como na África e na 
Ásia, do que nos países desenvolvidos, como na Europa Ocidental e América do Norte. Adaptado 
de Critical Reviews in Microbiology, 33: 157  169 (Julho 2007). 
 
Os países industrializados apresentam prevalência inferior a 40%, sendo bastante 
baixa nas crianças e jovens [24]. Nos países em desenvolvimento, a maioria das 
crianças são infectadas por H. pylori durante os primeiros 5 anos de vida e a 
infecção permanece durante a vida adulta; nos países industrializados apenas 
uma minoria das crianças são infectadas durante a infância [25, 26]. A elevada 
prevalência da infecção por H. pylori está fortemente relacionada com condições 
socioeconómicas mais baixas, em particular durante a infância, tendo vindo a 
diminuir com o aumento das condições de higiene e de habitabilidade [23, 26, 27]. 
Em Portugal, na população adulta com mais de 50 anos a incidência é superior a 
90%. Um estudo realizado no Norte de Portugal aponta para uma prevalência na 
população adulta superior a 80% [28]. Estes dados indicam que Portugal se 
comporta como um país em desenvolvimento, com prevalência muito superior aos 
outros países do mundo desenvolvido.  
As vias de transmissão desta bactéria não são totalmente conhecidas. No 
entanto, é provável que o contacto pessoa-a-pessoa, por via oral-oral ou fecal-
oral, seja a principal via de transmissão da infecção por H. pylori [23, 26].  
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A prevalência da infecção por H. pylori é significativamente maior em familiares de 
crianças infectadas comparativamente com os membros das famílias das crianças 
sem infecção [29]. Outras vias de transmissão, como a água e os alimentos, são 
de ter em consideração em países em desenvolvimento. Não há evidências 
significativas em relação à transmissão zoonótica e iatrogénica [23, 26]. 
 
1.1.1 Patologias associadas à infecção por H. pylori 
 
H. pylori é das poucas bactérias com características que lhe permitem sobreviver 
no estômago. Estas características dão à bactéria a capacidade de resistir, 
orientar-se e deslocar-se no meio ácido, aderir às células epiteliais e não ser 
atingida pela resposta imunológica. 
A colonização da mucosa gástrica por H. pylori induz gastrite em todos os 
indivíduos infectados [9]. No entanto, em alguns indivíduos a infecção associa-se 
ao desenvolvimento de quadros clínico-patológicos mais graves. H. pylori é o 
agente causal da grande maioria das úlceras pépticas, quer gástricas, quer 
duodenais. A infecção também se associa ao linfoma de MALT e carcinoma 
gástricos [9]. A gastrite crónica irá desenvolver-se em indivíduos com colonização 
persistente, no entanto, a grande maioria dos indivíduos infectados nunca 
apresenta sintomas. A evolução do quadro clínico-patológico associado à 
infecção é variável e depende de vários factores, nomeadamente da diversidade 
das estirpes bacterianas e da diversidade da resposta do hospedeiro [30].  
As úlceras gástricas e duodenais são frequentemente designadas por úlceras 
pépticas, as quais penetram a muscular da mucosa aproximadamente 0,5 cm. A 
úlcera gástrica ocorre, geralmente, na pequena curvatura do estômago em 
indivíduos com mais de 40 anos. Já a úlcera duodenal, é frequente no bolbo 
duodenal e em indivíduos entre os 20 e os 50 anos [9]. 
Aproximadamente 80% dos casos de úlcera péptica são causados pela infecção 
por H. pylori, sendo os restantes provocados pelo uso prolongado de anti-
inflamatórios não asteróides [31, 32]. A análise da interacção de ambos os 
factores demonstra o seu efeito acumulativo na indução de úlceras pépticas [32]. 
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Em doentes com úlcera péptica, a erradicação da infecção não só cura a úlcera, 
assim como, reduz fortemente o risco de recorrência da doença [9]. 
Em resposta à colonização por H. pylori, por vezes, observa-se na mucosa 
gástrica tecido linfoide. Em alguns casos, populações monoclonais de células B 
surgem deste tecido e proliferam podendo originar linfoma de MALT. 
Praticamente todos os doentes com linfoma de MALT gástrico estão infectados 
por H. pylori e indivíduos H. pylori-positivos têm maior risco de desenvolverem 
linfoma de MALT [9, 30]. Nos estádios iniciais do linfoma, a erradicação da 
bactéria pode conduzir à remissão da doença [9, 30]. 
 Existem fortes evidências que, num contexto de infecção por H. pylori, há 
aumento do risco de desenvolvimento de carcinoma gástrico [33,34,35]. A 
Organização Mundial de Saúde e a International Agency for Research on 
Cancer (IARC), em 1994, classificaram H. pylori como um carcinogénio de tipo I 
[30, 36], ou seja como agente causador de cancro. O carcinoma gástrico 
representa a segunda maior causa de morte por cancro em todo o mundo 
(aproximadamente 700 mil mortes por ano) [37]. A elevada mortalidade por 
carcinoma gástrico deve-se à combinação da alta incidência da doença, ao facto 
de a sintomatologia aparecer quando o estadiamento da doença é já bastante 
avançado  e à falta de tratamentos adequados [31]. 
O refluxo gastro-esofágico não está claramente associado à colonização por H. 
pylori. No entanto, alguns estudos sugerem que esta infecção pode proteger o 
hospedeiro contra as complicações desta doença [9, 30, 31]. 
A bactéria H. pylori também tem sido associada a outras doenças não gástricas, 
como por exemplo, aterosclerose e doenças dermatológicas [30]. No entanto, a 
relação causal entre a infecção e estas patologias permanece bastante 
controversa.  
Quando a colonização por H. pylori se torna persistente existe uma correlação 
entre os níveis de secreção ácida e a distribuição da gastrite na mucosa do 
estômago. Nos indivíduos em que a produção ácida é normal a elevada, a gastrite 
distribui-se predominantemente pelo antro gástrico e estes indivíduos apresentam 
predisposição para desenvolver úlcera duodenal. Nos indivíduos cuja secreção 
ácida é baixa, a gastrite distribui-se por todo o estômago (pangastrite), com maior 
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intensidade no corpo gástrico. Estes indivíduos têm maior predisposição para o 
desenvolvimento de úlcera gástrica, atrofia gástrica, metaplasia intestinal e em 
última consequência cancro do estômago [9, 30, 38]. É interessante verificar que, 
os indivíduos com úlcera duodenal têm um risco quase ausente de vir a 
desenvolver carcinoma gástrico [39]. Estudos indicam que factores associados à 
úlcera duodenal podem ser protectores para o desenvolvimento de carcinoma 
gástrico [40]. 
 
1.1.2 Factores de virulência bacterianos: os exemplos da ilha de patogenicidade 
cag e das proteínas CagA e VacA 
 
A ilha de patogenicidade cag (cag PAI) e a proteína CagA 
A ilha de patogenicidade cag (cag PAI) é uma região cromossómica com 
aproximadamente 37,000 pb e 29 genes [41]. Dependendo das estirpes 
analisadas, a cag PAI codifica entre 27 a 31 proteínas [42, 43]. Uma dessas 
proteínas é a CagA (cytotoxin-associated gene A) que é codificada pelo gene 
cagA [44]. Este gene está presente em cerca de 50% a 70% [45, 46] das estirpes 
de H. pylori e é um marcador da cag PAI. A infecção por estirpes de H. pylori 
CagA+ está associada a um aumento do risco de úlcera péptica e carcinoma 
gástrico. As estirpes CagA- raramente estão associadas com o desenvolvimento 
de doença [47, 48]. 
Os restantes genes da cag PAI codificam proteínas que vão constituir o sistema 
de secreção tipo IV (T4SS) (Figura 3), o qual forma um canal de ligação às 
células epiteliais, permitindo a passagem da proteína CagA e de fragmentos do 
peptidoglicano bacteriano directamente para o citoplasma das células do 
hospedeiro [9, 31, 49, 50]. As estirpes de H. pylori que têm a cag PAI e que 
formam um T4SS funcional, têm maior capacidade de estimular a produção de 
interleucina (IL)-8 pelas células epiteliais gástricas [9, 31]. 
 




Cultura bacteriana de H. pylori com uma linha celular epitelial gástrica. O 
contacto de H. pylori com as células do hospedeiro induz a formação de 
sistemas de secreção de tipo IV (T4SS; referenciados com setas), através dos 
quais a proteína CagA é injectada nessas mesmas células. Adaptado de 
Nature, 449:863 (Outubro 2007). 
 
Quando a proteína CagA é injectada no interior da célula humana, pode ser 
fosforilada pela acção de cinases das famílias Src e Abl em resíduos de tirosina 
[51, 52]. A CagA fosforilada interage com moléculas de sinalização do hospedeiro 
(como por exemplo a fosfatase da tirosina SHP-2), estimulando vias de 
sinalização celular, da qual resultam alterações morfológicas nas células epiteliais 
[31]. A CagA também interage com várias proteínas do hospedeiro, afectando a 
proliferação, a adesão e a organização do citoesqueleto celular [31, 49].  
A proteína CagA pode diferir em estrutura nas diferentes estirpes [31]. O número 
de locais de fosforilação de tirosina varia entre estirpes. Estirpes com maior 
número de motivos de fosforilação têm níveis de fosforilação mais elevado e, 
consequentemente, induzem mais alterações na célula hospedeira. Estirpes com 
maior número de motivos de fosforilação estão associadas a um aumento do risco 
de carcinoma gástrico, podendo explicar a diferença de patogenicidade das 
diferentes estirpes de H. pylori [53, 54]. Em algumas regiões geográficas, como 
por exemplo na Ásia, os motivos de fosforilação da CagA são diferentes, sendo 
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que estas bactérias têm capacidade de induzir níveis mais elevados de alterações 
celulares [53]. 
Estão descritas outras funções da CagA não fosforilada, nomeadamente a 
alteração dos complexos de junção apical entre as células epiteliais, resultando 
na perda da função de barreira deste epitélio e em alterações na morfologia 
celular [55].   
 
A citotoxina VacA 
Todas as estirpes de H. pylori expressam uma citotoxina vacuolizante, VacA, que 
é codificada pelo gene vacA. Esta citotoxina é capaz de se inserir na membrana 
das células epiteliais e formar um canal hexamérico, que permite a libertação de 
aniões orgânicos [56]; pensa-se que esta forma poderá assim aumentar a 
permeabilidade da membrana celular do hospedeiro e ser uma fonte de nutrientes 
para a bactéria [57, 58]. Outro efeito da VacA é a indução de apoptose [59, 60]. 
Nas células epiteliais, a VacA liga-se à membrana mitocondrial promovendo a 
libertação do citocromo c, levando à morte celular [31, 49]. Estudos recentes 
demonstraram que esta citotoxina pode ter efeitos ao nível do sistema imunitário, 
através da inibição da activação e da proliferação das células T [61, 62]. 
O gene vacA contém regiões de sequência variável, a região s (signal-
sequence), m (midlle-region) e i (intermediate region). Cada uma destas 
regiões pode apresentar alelos distintos, sendo a combinação s1i1m1 o génotipo 
mais virulento, e que se associa a maior intensidade de gastrite, a úlcera péptica 
e a carcinoma gástrico [47,63, 64, 65]. 
 
A adesina BabA 
No estômago H. pylori pode-se encontrar livre no muco, aderente ao epitélio, nos 
espaços intercelulares ou, em raras descrições, no interior das células epiteliais 
[49]. A adesão é um dos passos fundamentais para a colonização gástrica. A 
adesão de H. pylori às células do hospedeiro envolve moléculas especializadas, 
as quais interagem com a mucosa gástrica. O genoma de H. pylori contém várias 
famílias de adesinas. A mais bem estudada é a proteína BabA (Blood group 
antigen binding), uma adesina que se liga ao antigénio do grupo sanguíneo Lewis-
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b, no epitélio gástrico [66]. A adesão da bactéria às células gástricas contribui 
para a inflamação e está, deste modo, envolvida no desenvolvimento da doença 
[49]. 
 
1.1.3 Interacção bactéria-hospedeiro 
 
Da interacção entre H. pylori e o hospedeiro resulta um processo inflamatório, 
cuja severidade não depende apenas dos factores de virulência das estirpes, mas 
também da susceptibilidade genética do hospedeiro. A resposta inflamatória 
consiste inicialmente no recrutamento de neutrófilos, seguidos de linfócitos, 
plasmócitos e macrófagos [30]. H. pylori induz  resposta imune humoral, 
predominantemente tipo Th-1 [67], aparentemente através da interacção com as 
células dendríticas [31]. A resposta inflamatória é mediada por citocinas pró- e 
anti-inflamatórias. Frequentemente os genes que codificam estas citocinas 
apresentam polimorfismos, que influenciam directamente a intensidade da 
resposta inflamatória e da secreção de ácido no estômago [49]. A IL-1 é uma das 
mais importantes citocinas pró-inflamatórias na infecção por H. pylori, sendo um 
potente inibidor da secreção de ácido clorídrico gástrico. Indivíduos portadores de 
polimorfismos no gene que codifica a IL-1, na presença de H. pylori, apresentam 
um nível elevado da expressão de IL-1, e um risco aumentado de desenvolver 
hipocloridria, gastrite atrófica e carcinoma gástrico [68, 69, 70]. 
Outros polimorfismos, tais como os observados nos genes que codificam o TNFá 
(tumor necrosis factor) [71], a IL-10 (citocina anti- inflamatória) [71] e a IL-8 [71, 
72] também foram associados ao risco de desenvolvimento de carcinoma 
gástrico.  
 
1.2 Junções intercelulares 
 
1.2.1 Junções intercelulares epiteliais 
 
As superfícies externas e internas dos órgãos são revestidas por células epiteliais 
formando uma barreira selectiva entre os tecidos e as diferentes cavidades do 
organismo. Estas células são polarizadas e aderem entre si e com a matriz extra-
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celular através de complexos de adesão [73]. Além da função de coesão celular, 
as membranas basolaterais das células epiteliais exibem especializações que 
constituem as junções intercelulares. Estas junções têm um papel fundamental na 
biogénese, manutenção e função do epitélio, mediando a adesão celular, 
restringindo a difusão celular e regulando as vias de sinalização que controlam a 
proliferação, polarização e diferenciação celulares [74, 75]. 
As junções intercelulares das células epiteliais consistem em junções apertadas, 
junções de adesão e desmossomas, constituindo o complexo juncional epitelial, e 
as junções de hiato que em alguns tecidos podem estar associadas ao complexo 
juncional [75] (Figura 4).  
As junções de adesão e os desmossomas são junções de aderência. As junções 
de adesão circundam toda a célula e encontram-se, habitualmente, próximo à 
superfície apical, logo abaixo das junções apertadas [73]. As junções de adesão 
também estão ligadas a filamentos de actina do citoesqueleto celular. Os 
desmossomas estão distribuídos por toda a membrana lateral [74] e encontram-se 
ligados a filamentos intermediários de queratina, promovendo uma adesão muito 
forte entre as células. As moléculas de adesão celular da família das Caderinas 
participam na adesão promovida pelas junções de adesão e pelos demossomas 
[76]. Os hemidesmossomas encontram-se no pólo basal e ligam a célula à 
membrana basal. 
 




Representação dos principais tipos de junções celulares das células epiteliais. (a) Desenho 
esquemático da junção de duas células epiteliais. As junções apertadas e as junções de adesão 
formam faixas contínuas em redor da célula, as ligações de hiato e os desmossomas distribuem-
se isoladamente ao longo da parede celular. (b) Fotografia de microscopia electrónica de um corte 
ultra-fino de células epiteliais demonstrando as localizações relativas dos diferentes tipos de 
junções. Adaptado de Molecular Cell Biology, 6:203 (5ª edição). 
 
As junções de hiato formam poros intercelulares, permitindo a troca de pequenas 
moléculas hidrossolúveis entre citoplasmas contíguos [73]. Este tipo de junções 
pode existir por toda a parede lateral das células epiteliais e por vezes encontra-
se intercalado com as junções apertadas [74, 76]. 
 
1.2.2 Funções das junções apertadas 
 
As células epiteliais revestem a superfície externa e as cavidades do organismo, 
criando uma barreira física entre o meio externo e interno. As junções apertadas 
são a principal estrutura física que define a especificidade das propriedades da 
barreira de difusão paracelular do epitélio. A permeabilidade selectiva desta 
barreira é fundamental para o normal funcionamento dos órgãos e tecidos [75, 
77]. O transporte paracelular é passivo e resulta da difusão ou da osmose 
resultante dos mecanismos transcelulares. O aperto da barreira paracelular e a 
a) b) 
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sua selectividade molecular são fundamentais para as características de todo o 
transporte epitelial [75, 77, 78, 79]. 
Além da função de barreira, as junções apertadas são essenciais para a 
manutenção da polaridade celular, tornando restrita a difusão de proteínas e 
lípidos entre as zonas basocelular e apical da célula [75, 79]. 
As junções apertadas participam ainda na adesão celular, mantendo as células 
coesas entre si, através de proteínas de adesão e transmembranares [73, 75]. 
Mais recentemente, tem sido atribuído a estas junções um papel na sinalização 
celular associada à proliferação e diferenciação [74, 75, 80]. 
 
1.2.3 Estrutura das junções apertadas  
 
As junções apertadas epiteliais são geralmente localizadas logo abaixo da 
superfície apical [73]. Estas junções formam uma faixa em redor de toda a célula 
e, assim como as junções de adesão, também se encontram ligadas à actina do 
citoesqueleto. Os pontos de fusão entre os folhetos externos das membranas 
laterais de células adjacentes bloqueiam completamente os respectivos espaços 
intercelulares, formando uma barreira de difusão paracelular, que regula a 
permeabilidade epitelial e uma barreira de difusão intramembranar, que controla a 
difusão apical-basolateral [74, 76]. 
As junções apertadas epiteliais são constituídas por três tipos de proteínas 
transmembranares, nomeadamente, ocludina, claudinas e JAMs (junction 
adhesion molecules) e por um complexo de proteínas variadas que formam uma 
placa citoplasmática (Figura 5). 




Representação esquemática das proteínas transmembranares que constituem as 
junções apertadas. As proteínas das junções apertadas interagem com moléculas 
complementares das células adjacentes através dos seus domínios extracelulares. 
As terminações citoplasmáticas destas moléculas ligam-se a adaptadores, os quais 
fazem a ligação a outras proteínas citoplasmáticas e à actina do citoesqueleto. 
Adaptado de www.fmp-berlin.de/.../jpg/img_tight_junction.jpg, em Setembro de 
2009.  
 
 As proteínas transmembranares regulam a adesão celular e fazem parte da 
barreira de difusão intermembranar e paracelular. As placas citoplasmáticas das 
junções apertadas são constituídas por diferentes tipos de proteínas, 
nomeadamente, adaptadores, tais como as proteínas zona ocludens (ZO) e 
outras proteínas componentes de sinalização e de regulação. Alguns 
componentes da placa citoplasmática, estão directamente ligados aos filamentos 
de actina do citoesqueleto [74]. 
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Ocludina  
A ocludina é uma proteína integral de membrana, com aproximadamente 65-kDa, 
localizada nas junções apertadas das células epiteliais e endoteliais [81, 82]. A 
ocludina compreende quatro domínios transmembranares com terminações 
citoplasmáticas NH2 e COOH, formando duas ansas extracelulares de tamanho 
semelhante e três domínios citoplasmáticos [81, 82]. A ocludina interage 
directamente com diversas proteínas da placa citoplasmática e com a actina do 
citosqueleto, através da sua terminação citoplasmática [82], enquanto que os 
domínios extracelulares estão, provavelmente, envolvidos na permeabilidade e 
adesão celulares [74]. A ocludina pode ser fosforilada/desfoforilada, sendo que 
estas alterações parecem desempenhar um papel relevante na sua regulação em 
particular e na das junções apertadas em geral [82]. 
 
Claudinas 
As claudinas são uma família com cerca de 24 proteínas de membrana. Estas 
proteínas têm quatro domínios transmembranares, duas ansas extracelulares e 
uma curta terminação COOH [83]. As claudinas têm expressão tecidular variável, 
podendo explicar diferenças de permeabilidade nos diversos tecidos [77, 82]. 
Estas proteínas são responsáveis pela ampla variedade da resistência eléctrica e 
pela selectividade iónica paracelular dos epitélios e endotélios [82]. As claudinas 
possuem várias características funcionais que estão de acordo com a função de 
barreira [84 ]. As claudinas exibem maior aderência do que as ocludinas, o que 
indica que podem formar contactos transcelulares, presumivelmente necessários 




A JAM-A é uma proteína integral de membrana, pertencente à superfamília das 
imunoglobulinas, com 43 kDa, que se encontra nas junções apertadas das células 
epiteliais e endoteliais. Esta molécula tem uma região extracelular com dois 
domínios semelhantes às imunoglobulinas, uma região transmembranar e um 
pequeno domínio intracelular [82]. O domínio intracelular da JAM-A interage 
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directamente com diversas proteínas citoplasmáticas e indirectamente com a 
actina do citoesqueleto celular. A JAM-A interage com outras moléculas de JAM-A 
das células vizinhas, bem como com outras moléculas de JAM-A da mesma 
célula, formando dímeros [82]. A JAM-A tem um papel importante na 
transmigração de células T, neutrófilos e células dendríticas dos vasos 




A zona occludens-1 (ZO-1) foi a primeira proteína das junções apertadas a ser 
clonada e é tida como uma das mais importantes proteínas scaffold, [88], ou 
seja, funciona como elo de ligação a outras proteínas através dos seus múltiplos 
domínios.  
ZO-1 é uma proteína de 210 a 225 kDa que se encontra no domínio 
submembranar das junções apertadas nas células epiteliais e endoteliais [88]. 
Esta proteína, nas junções apertadas, encontra-se associada aos domínios 
citoplasmáticos da ocludina, claudinas e JAM-A [82]. 
Nem todos os componentes de junção estão exclusivamente associados com as 
junções apertadas [78, 89]. É provável que a distribuição de ZO-1 seja 
influenciada por parâmetros adicionais, o que pode afectar a associação com 
outras proteínas e/ou a localização desta interacção [75]. Supõe-se que ZO-1 
participe na regulação génica de uma forma indirecta, através da regulação da 
localização de diversos factores de transcrição como, por exemplo, o ZONAB [75, 
90, 91]. 
 
1.2.4 H. pylori e a barreira epitelial  
 
As células humanas formam uma barreira epitelial que isola o organismo da 
acção dos microrganismos patogénicos, bloqueando a sua passagem para o 
interior dos tecidos. No entanto, alguns vírus e bactérias têm a capacidade de 
contornar esta barreira, através do controlo das junções apertadas. Alguns vírus 
associam-se às proteínas destas ligações, utilizando-as como receptores para 
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invadir a célula hospedeira. Outros agentes infecciosos causam ruptura das 
junções, proporcionando, assim, o contacto com estruturas celulares basolaterais 
[92].  
Durante a infecção por H. pylori, as bactérias aderem às células epiteliais, 
preferencialmente próximo das junções intercelulares [55, 93, 94]. Alguns estudos 
mostraram que a infecção por H. pylori in vitro induz o aumento de 
permeabilidade paracelular, à custa da alteração da localização e diminuição da 
expressão da ocludina e das claudina-4 e das claudina-5 [94, 95]. 
Alguns estudos mostraram, utilizando a citotoxina VacA purificada, que esta 
quando em contacto com as células epiteliais do hospedeiro, aumenta a 
permeabilidade paracelular [92]. Outros autores mostraram que a proteína CagA é 
injectada nas células, recrutando para a sua proximidade as proteínas das 
junções apertadas JAM-A e ZO-1, alterando a composição e funções do complexo 
juncional [55]. No entanto, outros trabalhos demonstraram que quer a citotoxina 
VacA, quer a proteína CagA, não influenciam a função de barreira das junções 
apertadas [94, 95]. 
Permanece, assim, por esclarecer o verdadeiro envolvimento de H. pylori e dos 
seus factores de virulência na alteração da estrutura e funções das junções 
apertadas.  
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CAPÍTULO II  OBJECTIVOS 
 
A infecção por H. pylori é uma das infecções mais prevalentes no mundo. A 
consequência universal da infecção por H. pylori é o desenvolvimento de gastrite 
crónica. A bactéria coloniza a superfície das células epiteliais gástricas, 
estabelecendo com estas uma relação próxima. Alguns estudos sugerem que a 
infecção por H. pylori induz alterações nas junções intercelulares mais próximas 
do pólo apical das células, ou seja, nas junções apertadas. 
O objectivo geral desta Tese é o de caracterizar a expressão de proteínas das 
junções apertadas no contexto da infecção por H. pylori. Mais especificamente, 
pretende-se: 
 Caracterizar por técnicas imunohistoquímicas as proteínas 
transmembranares ocludina e JAM-A das junções apertadas no epitélio 
gástrico de indivíduos submetidos a endoscopia digestiva alta com recolha 
de biopsia; 
 Avaliar a relação entre a expressão das proteínas ocludina e JAM-A e a 
infecção por H. pylori e, no caso desta relação existir, elucidar qual a 
importância dos factores de virulência cagA e vacA de H. pylori;  
 Investigar a relação entre a expressão das proteínas ocludina e JAM-A e 
os padrões histológicos da inflamação gástrica. 
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Foram incluídos neste estudo 25 indivíduos com queixas dispépticas, os quais 
foram submetidos a endoscopia digestiva alta com recolha de biopsias no hospital 
de Guimarães (n=11) e no Centro Hospitalar do Vale do Sousa (n=14). As 
biopsias do corpo, incisura angularis e antro foram processadas e diagnosticadas 
no Serviço de Anatomia Patológica do Hospital de S. João, Porto. 
A população em estudo tem idades compreendidas entre os 18 e os 78 anos 
(média = 45,04; mediana = 40,00; d.p.=18,24), sendo que 20 (80%) indivíduos são 
do sexo feminino e 5 (20%) do sexo masculino. 
A amostra em estudo é constituída por 8 (32%) casos de mucosa gástrica normal, 
13 (52%) casos de gastrite e 4 (16%) casos de erosão gástrica, de acordo com o 
diagnóstico endoscópico. Em 2 (8%) dos casos foi observado endoscopicamente 
um quadro de duodenite. 
Para o estudo histológico e avaliação da densidade de colonização por H. pylori 
foram utilizadas as 25 biopsias gástricas do corpo, incisura angularis e antro. 
A avaliação da imuno-expressão das proteínas ocludina e JAM-A foi realizada nas 
25 biopsias gástricas do antro. 
Para a caracterização molecular da estirpe de H. pylori em relação aos genes 
vacA e cagA foram utilizados 21 (84%) dos 25 casos de biopsias gástricas do 
antro. Os restantes 4 (16%) casos não tinham material suficiente para ser 
estudado por técnicas moleculares. 
 
 3.2 Métodos 
 
3.2.1 Estudo morfológico 
De todos os blocos de parafina realizaram-se cortes de 3 ìm de espessura, que 
foram montados em lâminas e corados pelo método da hematoxilina e eosina 
(HE) e pelo método de Giemsa modificado para a pesquisa de H. pylori e 
consequente avaliação da densidade de colonização [96]. 
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O padrão de gastrite foi avaliado de acordo com o Sistema de Sydney modificado 
para classificação de gastrites [97]. Em cada biopsia foram avaliados e graduados 
em escalas ordinais de 0 a 3 os parâmetros histopatológicos de inflamação 
linfocítica crónica e de densidade de colonização por H. pylori. A permeação por 
polimorfonucleares neutrófilos das glândulas gástricas (actividade de 





Dos blocos de parafina seleccionados realizaram-se cortes 3 ìm de espessura, 
que foram secos a 37ºC, desparafinados e hidratados. Procedeu-se à 
recuperação antigénica por acção do calor, em tampão TrilogyTM (Cell Marque, 
Rocklin, CA, USA) utilizando o módulo PT (LabVision, Fremont, CA, USA), a 98 
ºC durante 20 minutos. Após lavagem com água destilada, as lâminas foram 
colocadas em câmara húmida vertical Sequenza® Immunostaining Center 
(Thermo Scientific Shandon, Fremont, CA, USA). O bloqueio da peroxidase 
endógena foi feito com uma solução comercial de peróxido de hidrogénio (Dako®, 
Glostrup, Denmark), durante 5 minutos. Após lavagem com phosphatase buffer 
saline (PBS) (Klinipath, Duiven, Holland), as amostras foram incubadas com o 
anticorpo policlonal de coelho anti-ocludina (Zymed®, San Francisco, CA, USA), 
numa diluição de 1:400 durante 1 hora, e com o anticorpo monoclonal de coelho 
anti-JAM-A (Abcam, Cambridge, MA, USA), numa diluição de 1:100 durante 45 
minutos, ambos à temperatura ambiente. Os anticorpos foram diluídos em 
diluente para anticorpos (Thermo Scientific Shandon, Fremont, CA, USA). Após 
lavagem com PBS, foi efectuada a detecção da reacção imuno-histoquímica com 
o polímero Poly-HRP-anti-mouse/rabbit/rat IgG (Immuno Vision Technlogies, 
Brisbane, CA, USA), com incubação de 30 minutos. A revelação da reacção 
imuno-histoquímica foi feita com o cromogénio diaminobenzidina (Cell Marque, 
Rocklin, CA, USA) durante 5 minutos e o contraste nuclear foi efectuado com 
hematoxilina de Mayer. 
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Avaliação da imuno-expressão das proteínas ocludina e JAM-A 
Para a interpretação da imuno-expressão das proteínas ocludina e JAM-A foram 
tidos como comparação os controlos positivos, ou seja, observou-se expressão da 
ocludina e da JAM-A com padrão de belt na região apical das células epiteliais 
dos epitélios de superfície e foveolar. Os casos com estas características foram 
classificados como padrão normal. Os casos em que não se verificou 
sobreposição com a expressão do controlo positivo foram classificados como 
padrão alterado. 
 
3.2.3 Polymerase chain reaction (PCR) 
 
Extracção de DNA de biopsias gástricas 
Foi realizado 1 corte de 10 ìm em cada bloco de parafina que foi colocado em 
tubos eppendorf. A cada tubo foram adicionados 225 ìl de tampão de digestão 
(50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 0,5% Tween 20, pH 8,0) e 25 ìl de Proteinase K 
10x (10 mg/ml). As amostras foram incubadas durante pelo menos 16 horas, a 
56ºC. Para inactivar a enzima procedeu-se a uma segunda incubação de 10 
minutos, a 95ºC. Seguiu-se uma agitação e uma centrifugação, ambos de 15 
segundos de duração. As amostras foram armazenadas a -20ºC até posterior 
utilização. 
 
A técnica de PCR foi utilizada para detectar os seguintes genes: beta-globina 
humana, para avaliar o sucesso da extracção de DNA; RNAr 23S bacteriano para 
avaliar a presença de H. pylori; vacA (região s e m) e cagA, bacterianos, para 
avaliar a virulência das estirpes de H. pylori. 
As reacções de PCR foram efectuadas num volume total de 25 ìL contendo 
tampão de reacção 1x, 1,5-2,5 mmol/L de MgCl2, 200ìL de desoxinucleosideos 
trifosfatados, 0,25 U AmpliTaq Gold e 25 pmol de ambos os primers forward e 
reverse. Os primers utilizados para genotipagem encontram-se descritos na 
literatura [98, 99]. 
As reacções foram efectuadas num termociclador MyCyclerTM, Bio-Rad. A 
extensão final foi de 10 minutos a 72ºC. As reacções consistiram em: 1 ciclo de 9 
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minutos a 95ºC, seguido de 45 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 45 segundos a 
50ºC (para os genes vacA e cagA) ou a 60ºC (para os gene da beta-globina e do 
RNAr 23S) e 45 segundos a 72ºC; o ciclo final incluiu um passo de extensão de 
10 minutos a 72ºC para extensão completa dos produtos de PCR. 
Para cada reacção de PCR foram utilizados controlos positivos e controlos 
negativos. Os controlos positivos consistiam, para além da mistura, em: para a 
beta-globina, DNA em boas condições e previamente testado para o gene em 
questão; para os genes bacterianos, duas estirpes de H. pylori possuindo 
genótipos diferentes. Os controlos negativos consistiam apenas na mistura de 
reagentes sem qualquer adição de DNA. 
Para visualizar os produtos de PCR foram utilizados um transiluminador UV 
(BioRad Gel Doc 1000) e géis de agarose a 2%, corados com brometo de etídeo. 
O tamanho do produto de amplificação foi usado para confirmar a identidade do 
produto de PCR. 
 
3.2.4 Análise estatística 
 
Na análise estatística foi utilizado para comparação das médias de idades entre 
os diferentes grupos o teste t de Student não emparelhado. A avaliação da 
relação entre os parâmetros histológicos da gastrite graduados em escalas 
ordinais e a expressão das proteínas ocludina e JAM-A foi feita utilizando o teste 
não paramétrico de Mann-Whitney. Para avaliar a associação entre a densidade 
de infecção e o infiltrado linfocítico foi utilizado o teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis. A relação entre a actividade neutrofílica e a presença de H. pylori 
ou a expressão das proteínas ocludina e JAM-A foi avaliada recorrendo ao teste 
de Fisher. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas para 
valores de p <0,05. 
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CAPÍTULO IV  RESULTADOS 
 
4.1 Alterações histopatológicas na mucosa gástrica e relação com a 
infecção por H. pylori 
 
Do total de 25 amostras de biopsias gástricas em estudo, foram observadas em 
termos histológicos pangastrite em 14 (56%) casos, gastrite no antro e incisura 
angularis em 7 (28%) casos e gastrite no corpo em 2 (8%) casos. Em 2 casos não 
se observou gastrite, tendo por isso sido considerados como normais ou contendo 
alterações inespecíficas (Tabela 1). Não foram observadas diferenças 
significativas relativamente à idade entre o sexo feminino e masculino (p=0,5541). 
 
Tabela 1 
Classificação global da gastrite dos indivíduos estudados 
 
Classificação N (%) 
Normal 2 (8,0%) 
Gastrite do corpo 2 (8,0%) 
Gastrite do antro ou incisura 7 (28,0%) 
Pangastrite 14 (56,0%) 
Total 25 (100%) 
 
Em 21 casos havia material suficiente para realizar PCR para detecção e 
caracterização, nos casos positivos, das estirpes de H. pylori. Os resultados do 
PCR para os três genes bacterianos estudados (rRNA 23S, vacA e cagA) foram 
incompletos, irregulares e não reprodutíveis, sugerindo degradação do DNA das 
amostras por má preservação molecular, possivelmente por deficientes condições 
de fixação. Verificou-se que foram apenas amplificados 13 dos 15 casos positivos 
por observação histológica com coloração de Giemsa modificado (Tabela 2). Por 
este facto, os resultados posteriormente analisados relativos à infecção por H. 
pylori dizem respeito à análise histológica com Giemsa modificado. 
 Em relação ao infiltrado inflamatório linfocítico (inflamação crónica) observou-se 
que no antro (n=14; 56%) e no corpo (n=9; 37,55%) predominaram a inflamação 
crónica ligeira e na incisura angularis foi a inflamação crónica moderada (n=14; 
56%). 
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Tabela 2 
Relação entre a detecção de H. pylori por histologia e por PCR 
Histologia 
PCR Negativo Positivo 
Negativo 5 (62,5%) 3 (37,5%) 
Positivo 1 (7,7%) 12 (92,3%) 
 
O infitrado inflamatório crónico no antro estava associado com a infecção por H. 
pylori. Observou-se que todos os indivíduos infectados tinham inflamação crónica 
(100%) e, por outro lado, os indivíduos que não apresentavam inflamação crónica 
não estavam infectados (p=0,05; Tabela 3). 
 
Tabela 3 
Relação entre a inflamação crónica no antro e a presença de H. pylori 
 
 
Infiltrado inflamatório crónico  
H. pylori Ausente Presente 
Ausente 2 (33,3%) 4 (66,7%) 
Presente 0 (0%) 19 (100%) 
p=0,05 (Teste de Fisher) 
 
Quando se avaliou se a intensidade da inflamação crónica estaria relacionada 
com a densidade de colonização por H. pylori, verificou-se não existir associação 
entre estas duas variáveis (p=0,160; Tabela 4). 
 
Tabela 4 
Relação entre a intensidade da inflamação crónica e a densidade de colonização por H. pylori 
 
 
Infiltrado inflamatório crónico 
Densidade de H. pylori Ausente Ligeiro Moderado 
Ausente 2 (33,3%) 2 (33,3%) 2 (33,3%) 
Moderada 0 (0%) 6 (75,0%) 2 (25,0%) 
Numerosa 0 (0%) 6 (54,5%) 5 (45,5%) 
p=0,160 (Teste de Kruskal-Wallis) 
 
A actividade neutrofílica encontrou-se presente em 14 (58,3%) casos no corpo, 
em 20 (80%) casos na incisura angularis e 20 (80%) casos no antro. 
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Da comparação entre a actividade neutrofílica no antro e a presença de H. pylori; 
não foram encontradas diferenças significativas (p=0,0698), apesar de se verificar 
que os indivíduos infectados apresentavam mais frequentemente gastrite com 
actividade (89,5%) do que os indivíduos não infectados (50%; Tabela 5). 
 
Tabela 5 
Relação entre a actividade neutrofílica no antro e a presença de H. pylori 
 
 
Actividade neutrofílica  
H. pylori Ausente Presente 
Ausente 3 (50,0%) 3 (50,0%) 
Presente 2 (10,5%) 17 (89,5%) 
p=0,0698 (Teste de Fisher) 
 
No entanto, e atendendo à densidade de colonização gástrica por H. pylori, 
verificou-se que os indivíduos infectados com maior número de bactérias têm 
mais frequentemente uma gastrite activa (100%) do que os indivíduos infectados 
com densidade de H. pylori moderada (75%) e do que os não infectados. Assim, a 
densidade de colonização por H. pylori está associada à actividade neutrofílica no 
antro (p=0,0229; Tabela 6). 
 
Tabela 6 
Relação entre a actividade neutrofílica e a densidade de colonização por H. pylori 
 
 
Actividade neutrofílica  
Densidade de H. pylori Ausente Presente 
Ausente 3 (50,0%) 3 (50,0%) 
Moderada 2 (25,0%) 6 (75,0%) 
Numerosa 0 (0%) 11 (100%) 
p=0,0229 (Teste de Mann-Whitney) 
 
 
4.2 Estrutura das junções apertadas no epitélio gástrico 
 
Dos 25 casos estudados, 24 casos apresentaram imunorreactividade para a 
proteína ocludina, sendo que em 1 dos casos não foi possível fazer a avaliação 
da imunorreactividade por causa da má preservação do material. 
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As alterações observadas na ocludina foram do tipo diminuição da intensidade da 
expressão da proteína, com preservação da continuidade da marcação 
membranar; descontinuidade da marcação membranar, traduzindo-se por perda 
do padrão de belt em diferentes áreas do epitélio; e marcação da membrana 
basolateral com extensão à base. 
No total, foram observadas alterações relativamente ao padrão normal da 
ocludina em 16 (66,7%) casos. Conforme representado na Tabela 7, as 
alterações da ocludina no epitélio superficial foram de tipo distinto, sendo que em 
9 (37,5%) casos se observou diminuição da expressão da proteína e em 6 (25%) 
casos se observou descontinuidade da marcação membranar (Figura 6). Já no 
epitélio foveolar apenas se observaram alterações em 7 (29,2%) casos, todos 
eles com descontinuidade da marcação. Observou-se ainda, em 4 (16,7%) casos, 
marcação da ocludina na membrana basolateral com extensão à base (Figura 6). 
 
Tabela 7 








Normal 9 17 
Alterado 
Diminuição da expressão 9 0 
Descontinuidade 6 7 
 
Relativamente à proteína transmembranar JAM-A, foram observadas alterações 
do padrão normal da marcação da molécula num total de 22 (91,7%) casos dos 
24 casos com imunorreactividade positiva. As alterações observadas foram do 
tipo descontinuidade da marcação membranar, ausência de marcação e 
marcação na membrana basolateral com extensão à base. 




Alterações do padrão de expressão da ocludina. A imagen (A) representa o padrão normal de 
marcação da ocludina numa glândula gástrica, x 1000. Em (B) observa-se diminuição da imuno-
expressão da proteína, x 1000. Em (C) observa-se descontinuidade da marcação membranar, x 
1000. Na imagem (D) observa-se marcação da membrana basolateral das células do epitélio 
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Tabela 8 








Normal 11 15 
Alterado 
Ausente 3 3 
Descontinuidade 10 6 
 
Na Tabela 8 estão detalhadas as alterações observadas nas distintas localizações 
do epitélio. No epitélio superficial, foi possível observar em 13 (54,2%) casos uma 
alteração do padrão normal da JAM-A. Em 10 (41,7%) casos houve 
descontinuidade da marcação membranar e em 3 (12,5%) observou-se ausência 
de marcação (Figura 7).  
No epitélio foveolar, foram observados 9 (37,5%) casos com alteração do padrão 
normal da JAM-A, 6 (25%) com descontinuidade da marcação membranar e 3 
(12,5%) com ausência de marcação. Foi ainda possível observar em 13 (54,2%) 
casos marcação da JAM-A na membrana basolateral com extensão à base 
(Figura 7). 
Os casos com alteração do padrão da ocludina tinham simultaneamente, na sua 
grande, maioria alterações do padrão da JAM-A (p=0,0001; Tabela 9). Dos 15 
casos com diminuição da expressão da proteína ou descontinuidade da marcação 
membranar na ocludina, 14 (93,3%) tinham também alterações do padrão da 
JAM-A e, em apenas dois casos, as alterações nas duas moléculas das junções 
apertadas não se verificaram de forma simultânea (Tabela 9). 
  
Tabela 9 
Relação entre os padrões de expressão da ocludina e da JAM-A 
 
 Ocludina 
JAM-A Padrão normal Padrão alterado 
Padrão normal 8 (88,9%) 1 (1,1%) 
Padrão alterado 1 (7,1%) 14 (93,3%) 
                   p=0,0001 (Teste de Fisher) 
 





Alterações do padrão de expressão da JAM-A no epitélio superficial. A imagen (A) representa o 
padrão normal de marcação da JAM-A no epitélio no epitélio foveolar no epitélio superficial, x 
1000. Em (B) observa-se descontinuidade da marcação membranar, x 1000. Em (C) observa-se 
ausência de imunoexpressão, x 1000. Na imagem (D) observa-se marcação da membrana 
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4.3 Alterações das junções apertadas do epitélio gástrico e relação com a 
infecção por H. pylori 
 
O padrão de expressão da ocludina nas células epiteliais do antro gástrico não 
estava associado à presença de H. pylori (p=0,289). No entanto, e apesar desta 
relação não ser significativa, os indivíduos infectados têm mais frequentemente 
alterações no padrão de expressão da ocludina (73,7%) do que os indivíduos não 
infectados (40,0%; Tabela 10). 
 
Tabela 10 
Relação entre o padrão de expressão da ocludina e a presença de H. pylori 
 
 Ocludina 
H. pylori Padrão normal Padrão alterado 
Ausente 3 (60,0%) 2 (40,0%) 
Presente 5 (26,3%) 14 (73,7%) 
p=0,289 (Teste de Fisher) 
 
De forma semelhante ao que acontece com a ocludina, também não se 
observaram diferenças significativas entre o padrão de expressão da JAM-A e a 
presença da bactéria (p=0,326). Ainda assim, na presença de infecção, as 
glândulas gástricas apresentaram mais frequentemente alterações no padrão da 
JAM-A (68,4%) do que os indivídos não infectados (40,0%;Tabela 11). 
 
Tabela 11 
Relação entre o padrão de expressão da JAM-A e a presença de H. pylori 
 
 JAM-A 
H. pylori Padrão normal Padrão alterado 
Ausente 3 (60,0%) 2 (40,0%) 
Presente 6 (31,6%) 13 (68,4%) 
p=0,326 (Teste de Fisher) 
 
 
Apesar de a presença de H. pylori não se associar a alterações no padrão da 
ocludina e da JAM-A, estudou-se de seguida a relação entre estas moléculas e a 
densidade de colonização bacteriana. Relativamente à ocludina, verificou-se que 
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os indivíduos infectados com maior número de bactérias têm mais 
frequentemente alterações no padrão da ocludina (90,9%), do que os infectados 
com densidade moderada de H. pylori (50,0%) e do que os não infectados 
(40,0%; p=0,037; Tabela 12). Curiosamente, todos os casos com marcação da 
ocludina na membrana basolateral com extensão à base estavam infectados com 
numerosos microorganismos de H. pylori. 
 
Tabela 12 
Relação entre a densidade de colonização por H. pylori e as alterações no padrão de 
expressão da ocludina 
 
 Ocludina 
Densidade de H. pylori Padrão normal Padrão alterado 
Ausentes 3 (60,0%) 2 (40,0%) 
Moderados 4 (50,0%) 4 (50,0%) 
Numerosos 1 (9,1%) 10 (90,9%) 
p=0,037 (Teste de Mann-Whitney) 
 
Da mesma forma, também se verificou uma associação entre a densidade de 
colonização por H. pylori no antro e a alteração do padrão da JAM-A (p=0,0274). 
Assim, os casos com maior densidade de infecção apresentaram mais alterações 
no padrão da JAM-A (90,9%) do que aqueles com densidade moderada de 
infecção (37,5%) e do que os não infectados (40,0%) (Tabela 13). 
 
Tabela 13 
Relação entre a densidade de colonização por H. pylori e as alterações no padrão de 
expressão da JAM-A 
 
 JAM-A 
Densidade de H. pylori Padrão normal Padrão alterado 
Ausentes 3 (60,0%) 2 (40,0%) 
Moderados 5 (62,5%) 3 (37,5%) 
Numerosos 1 (9,1%) 10 (90,9%) 
p=0,0274 (Teste de Mann-Whitney) 
 
   
44  
4.4 Alterações das junções apertadas do epitélio gástrico e relação com os 
parâmetros histológicos de gastrite 
 
Na tentativa de esclarecer se as alterações do padrão das moléculas das junções 
apertadas seriam uma consequência directa da infecção por H. pylori, ou indirecta 
da inflamação induzida pela infecção, relacionaram-se os padrões 
histopatológicos da gastrite com a expressão da ocludina e da JAM-A. 
No que diz respeito à inflamação crónica, não se observou qualquer relação entre 




Relação entre a intensidade do infiltrado inflamatório crónico e as alterações no padrão de 
expressão da ocludina 
 
 Ocludina 
Infiltrado inflamatório crónico Padrão normal Padrão alterado 
Ausente 1 (50,0%) 1 (50,0%) 
Ligeiro 6 (50,0%) 6 (50,0%) 
Moderado 2 (33,3%) 6 (66,7%) 
p=0,4382 (Teste de Mann-Whitney) 
 
Também no que respeita à JAM-A, as alterações observadas no padrão desta 
molécula nas células epiteliais das glândulas gástricas não estavam associadas à 




Relação entre a intensidade do infiltrado inflamatório crónico e e as alterações no padrão de 
expressão da JAM-A 
 
 JAM-A 
Infiltrado inflamatório crónico Padrão normal Padrão alterado 
Ausente 1 (50,0%) 1 (50,0%) 
Ligeiro 6 (42,9%) 8 (57,1%) 
Moderado 2 (33,3%) 6 (66,7%) 
p=0,4382 (Teste de Mann-Whitney) 
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Quanto à actividade da gastrite, verificou-se que quando existia permeação de 
polimorfonucleares neutrófilos nas glândulas gástricas, a ocludina estava alterada 
em 68,4% dos casos, em contraste com 60% nos casos sem actividade. No 
entanto esta relação não foi estatísticamente signifiativa (p=0,999; Tabela 16). 
As alterações do padrão da JAM-A, apesar de serem mais frequentes quando 
havia permeação de polimorfonucleares neutrófilos (68,4%) do que quando esta 
estava ausente (50%), não se associaram estatisticamente à actividade da 
gastrite (Tabela 17).  
 
Tabela 16 
Relação entre a actividade neutrofílica e as alterações no padrão de expressão da ocludina 
 
 Ocludina 
Actividade neutrofílica Padrão normal Padrão alterado 
Ausente 2 (40,0%) 3 (60,0%) 
Presente 6 (31,6%) 13 (68,4%) 
p>0,999 (Teste de Fisher) 
 
Tabela 17 
Relação entre a actividade neutrofílica e as alterações no padrão de expressão da JAM-A 
 
 JAM-A 
Actividade neutrofílica Padrão normal Padrão alterado 
Ausente 2 (50,0%) 2 (50,0%) 
Presente 6 (31,6%) 13 (68,4%) 
p=0,326 (Teste de Fisher) 
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CAPÍTULO V  DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
O objectivo geral desta Tese foi o de caracterizar a expressão de proteínas das 
junções apertadas no contexto da infecção por H. pylori. Para tal, foram 
analisadas, em indivíduos sujeitos a endoscopia digestiva alta com recolha de 
biopsias gástricas, as alterações do padrão de expressão da ocludina e da JAM-
A. Eram ainda objectivos da Tese, a avaliação da relação entre a expressão da 
ocludina e da JAM-A e a infecção por H. pylori e, no caso desta relação existir, 
elucidar a importância dos factores de virulência cagA e vacA de H. pylori. Visto 
que a infecção por H. pylori induz gastrite em todos os indivíduos infectados, 
investigou-se adicionalmente a relação entre a expressão da ocludina e da JAM-A 
e os padrões histológicos da inflamação gástrica. 
 
Uma das intenções deste trabalho estava relacionada com a detecção de H. pylori 
por técnicas moleculares, mais específicamente por PCR, nas biopsias gástricas 
incluídas em parafina. A estratégia consistiu em amplificar inicialmente um gene 
humano (beta-globina), com o objectivo de determinar o sucesso da extracção de 
DNA. De seguida, foi utilizado um par de primers dirigido ao gene que codifica o 
RNAr 23S e que está presente em duas cópias no genoma bacteriano [100] 
Foram ainda utilizados vários pares de primers dirigidos aos genes dos factores 
de virulência cagA e vacA, presentes em uma cópia no genoma bacteriano [101]. 
Os resultados destes estudos moleculares foram bastante incompletos, 
inconsistentes e não reprodutíveis. Em todas as biopsias foi possível amplificar o 
gene da beta-globina. Em alguns casos foi detectada a presença de H. pylori nas 
biopsias, utilizando primers para genes bacterianos presentes numa cópia no 
genoma, não tendo sido possível amplificar o gene presente em duas cópias. 
Além disso, em casos infectados com numerosos microrganismos observados por 
histologia não foi possível amplificar genes bacterianos. 
Os resultados da detecção e caracterização molecular de H. pylori nestas 
amostras sugerem que tenha havido má preservação molecular dos tecidos. Os 
primers utilizados foram extensivamente optimizados e usados com sucesso em 
vários tipos de material, incluindo culturas puras de H. pylori, DNA extraído de 
biopsias gástricas preservadas a -80ºC, bem como DNA extraído de biopsias 
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gástricas fixadas em formol e incluídas em parafina [47, 64, 102, 103, 104]. No 
entanto, a amostra em estudo era constituída por biopsias realizadas em1991 e 
fixadas em formol não tamponado. É sabida a importância da óptima fixação dos 
tecidos histológicos para a preservação do DNA celular. Estudos mostraram que a 
fixação pelo formol não tamponado induz reacções cruzadas entre os ácidos 
nucleicos e as proteínas, as quais podem ou não ser reversíveis. A escolha dos 
fixadores e o tempo de fixação são factores cruciais para a posterior amplificação 
por PCR dos ácidos nucleicos a partir de material incluído em parafina [105]. 
Actualmente nos laboratórios de Anatomia Patológica é utilizado como fixador 
corrente o formol tamponado a 10%, com excelentes resultados na preservação 
dos ácidos nucleicos. 
Assim, e tendo em conta o acima descrito, avançou-se na análise dos resultados 
relativos à infecção por H. pylori com os dados da análise histológica com Giemsa 
modificado. 
 
Relativamente às alterações histopatológicas observadas na mucosa gástrica, os 
resultados obtidos mostraram que, todos os indivíduos infectados por H. pylori 
tinham inflamação crónica com infiltrado linfocítico. Estes resultados estão de 
acordo com estudos anteriores que indicam que, se a infecção por H. pylori não 
for erradicada, a consequência da mesma é a do desenvolvimento de gastrite 
crónica [9]. Aliás, esta condição é na grande maioria dos casos assintomática e os 
indivíduos infectados permanecem com gastrite crónica ao longo da sua vida. 
Contudo, nem todas as gastrites estão associadas à presença de H. pylori. Outras 
causas podem estar na origem da gastrite, nomeadamente, infecção por 
citomegalovirus, inflamação crónica idiopática, doenças auto-imunes e o abuso de 
consumo de álcool e de drogas anti-inflamatórias não esteróides [9]. No entanto 
estas causas de gastrite são muito mais raras. 
A intensidade do infiltrado inflamatório crónico não estava associada com a 
densidade de colonização por H. pylori. Em contraste, a actividade neutrofílica 
das gastrite estava associada com a densidade de colonização bacteriana, sendo 
que os indivíduos mais densamente colonizados por H. pylori tinham mais 
frequentemente uma gastrite activa do que indivíduos com colonização moderada 
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ou ausente. Estes resultados sugerem que H. pylori utiliza diferentes mecanismos 
para manter a inflamação crónica e para induzir uma gastrite activa. 
 
Relativamente à estrutura das junções apertadas, foram caracterizadas por 
técnicas imuno-histoquímicas a ocludina e a JAM-A. Estas são proteínas integrais 
de membrana, localizadas nas junções apertadas, formando uma faixa em redor 
de toda a célula, logo abaixo da superfície apical das células epiteliais. Assim, o 
padrão de expressão normal esperado para estas proteínas seria a marcação de 
membrana em redor da célula (padrão de belt) de uma forma contínua. 
As alterações observadas aos padrões imuno-histoquímicos da ocludina e da 
JAM-A, foram do tipo diminuição da intensidade da expressão da proteína, 
descontinuidade da marcação membranar com perda do padrão de belt, 
ausência de marcação e marcação da membrana basolateral com extensão à 
base. Até à data, este é o primeiro trabalho em que são caracterizadas e 
observadas este tipo de alterações na ocludina e na JAM-A no epitélio gástrico. 
Curiosamente, as alterações observadas no padrão de expressão da ocludina 
estavam associadas, na sua grande maioria, às alterações do padrão de JAM-A. 
Estes resultados podem indicar que, quando há alterações de uma das proteínas 
transmembranares das junções apertadas, as junções ficam destabilizadas, 
levando à consequente alteração de outras proteínas juncionais. 
 
Estudos in vitro mostraram que a infecção por H. pylori induz um aumento da 
permeabilidade paracelular [94]. Além disso, a infecção induz alterações na 
composição estrutural das junções apertadas, principalmente através da 
deslocalização das proteínas ocludina [94, 95, 106], claudinas [94], JAM-A [55] e 
ZO-1 [55, 93]. Assim, o objectivo seguinte foi o de avaliar se o mesmo seria 
verdade na mucosa gástrica de indivíduos infectados por H. pylori. 
Quando o padrão das junções apertadas do epitélio gástrico foi avaliado no 
contexto da infecção por H. pylori, verificou-se que os indivíduos com maior 
densidade de infecção eram os que apresentavam alterações do padrão de 
expressão da ocludina, nomeadamente diminuição da expressão da proteína e 
descontinuidade do padrão normal. Além disso, todos os casos com marcação da 
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ocludina na membrana basolateral estavam infectados numa densidade elevada. 
Estes dados reforçam resultados anteriores que demonstraram a diminuição da 
expressão de ocludina e o seu rearranjo após a infecção por H. pylori [94]. Os 
nossos resultados estão ainda de acordo com o observado em modelos animais 
da infecção, que demonstraram que a colonização por H. pylori resulta na 
diminuição da função da barreira paracelular do epitélio superficial gástrico, com 
alterações nas moléculas associadas às junções apertadas, nomeadamente a 
deslocalização da ocludina. Neste estudo, os autores também descreveram o 
padrão de ocludina, após a infecção por H. pylori, como irregular e pontuado [95], 
o que corrobora com outros estudos in vitro que propõem a deslocalização da 
ocludina após infecção para os locais de contacto intercelulares e posteriormente 
para o citoplasma celular [106]. 
Relativamenteb à JAM-A, e de forma semelhante ao observado para a ocludina, 
também a maior densidade de colonização por H. pylori se associou à alteração 
do padrão imunohistoquímico da JAM-A, nomeadamente ausência e 
descontinuidade da marcação membranar. Estes resultados mostram 
concordância com estudos in vitro que mostram que H. pylori é capaz de alterar a 
função de barreira do epitélio e causar alterações nas células epiteliais, 
recrutando as proteínas ZO-1 e JAM-A para os locais de contacto da bactéria com 
a célula [55]. 
Neste estudo não foi possível caracterizar as estirpes de H. pylori relativamente 
aos os factores de virulência cagA e vacA. Os resultados da literatura são 
discordantes em relação ao verdadeiro envolvimento destes factores de virulência 
bacteriano na alteração da estrutura e funções das junções apertadas [94, 95, 
106]. Como tal, em estudos futuros, será interessante investigar qual o papel 
destes factores nas alterações da ocludina e da JAM-A. 
 
Para esclarecer se as alterações das junções apertadas observadas no epitélio 
gástrico seriam devido à consequência directa de H. pylori, ou se seriam uma 
consequência indirecta da inflamação induzida pela infecção, a expressão da 
ocludina e da JAM-A foi avaliada face aos parâmetros histológicos da gastrite. 
Não foram observadas quaisquer relações entre a expressão da ocludina ou da 
   
51  
JAM-A e a inflamação crónica ou a actividade da gastrite. Estes resultados 
sugerem que é o contacto directo com a bactéria, e não a inflamação por ela 
induzida, o responsável pelas alterações nas junções apertadas. 
 
Globalmente, os resultados obtidos reforçam o que anteriormente tinha sido 
observado in vitro, ou seja, a infecção por H. pylori destabiliza as junções 
apertadas, nomeadamente interferindo com as proteínas transmembranares 
ocludina e JAM-A. A destabilização das junções apertadas no contexto da 
infecção por H. pylori pode ser interpretada como sendo importante para o 
processo de colonização, nomeadamente para a obtenção de nutrientes. H. pylori 
encontra-se livremente no muco gástrico que cobre a superfície das células 
epiteliais, aderente à superfície das células, ou próximo das junções 
intercelulares. Estudos in vitro demonstraram que H. pylori manipula a polaridade 
celular através da injecção do factor de virulência CagA, permitindo à bactéria 
viver no pólo apical da célula, usando-o como nicho replicativo e tendo acesso a 
nutrientes, normalmente encontrados na região basolateral do epitélio [107]. Além 
disso, a injecção de CagA na célula através do sistema de secreção T4SS, requer 
o contacto da proteína CagL do T4SS, com a integrina beta-1, o seu receptor na 
célula do hospedeiro [108]. A integrina beta-1 tem uma localização basolateral 
nas células epiteliais. O que significa que, para poder atingir o seu objectivo numa 
situação in vivo, a bactéria necessita de destruir as junções apertadas. Estudos in 
vitro sugerem ainda que o factor de virulência VacA altera a permeabilidade das 
células epiteliais através da modificação do complexo de proteínas 
transmembranares das junções apertadas, possibilitando assim acesso a 
nutrientes para a bactéria [57]. 
A destabilização das junções apertadas na infecção por H. pylori pode ainda ser 
interpretada como importante para evasão imune. Estudos recentes 
demonstraram que a citotoxina VacA inibe a activação e a proliferação de 
linfócitos T [62]. Para tal ser possível, a bactéria ou a citotoxina VacA têm de 
contactar com os linfócitos na mucosa gástrica, possivelmente via alteração das 
junções apertadas [109]. 
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Apesar de H. pylori ser considerado extracelular, alguns autores demonstraram 
por microscopia electrónica de transmissão que H. pylori pode invadir as células e 
chegar mesmo até ao estroma [109]. Estudos in vitro também mostraram que 
após infecção de algumas linhas celulares, por vezes H. pylori podia ser 
encontrado dentro das células. Outros microrganismos usam as proteínas das 
junções apertadas como receptores para se ligarem à célula, ou mesmo para a 
invadirem, nomeadamente as bactérias Escherichia coli, enteropatogénicas, 
Salmonella e Clostridium perfringens [92]. Também alguns vírus, como o 
Reovirus, Rotavirus, Adenovírus e virus Coxsackie, utilizam as junções apertadas 
como via de invasão celular [92]. Permanece por esclarecer se, no caso de H. 
pylori, as junções apertadas são a via de invasão das células do hospedeiro. 
 
Em conclusão, as alterações do padrão da ocludina e da JAM-A nas células 
epiteliais da mucosa gástrica no contexto da infecção por H. pylori estão 
relacionadas com a densidade de colonização por H. pylori e são, 
aparentemente, independentes da inflamação induzida pela bactéria. 
No futuro, estudos adicionais permitirão esclarecer quais os factores bacterianos 
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